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发现它同时也受到核质分布变化的影响，Arx (Aristaless related homeobox protein) 
蛋白作为 paired-like 型同源异型转录因子在前脑，睾丸，胰腺和肌肉组织中均
有表达且对其发育进程具有重要的调控作用。Arx 蛋白包含两个核定位序列，
由 importin α/β 复合体识别 NLS1 和 importin β 家族蛋白(importin β1，importin 9，
importin 13) 识别 NLS2 而介导 Arx 入核。前期研究结果表明 Arx 在小鼠成肌细
胞 C2C12 分化过程中存在出核现象，并证实了 Arx 为一个核质穿梭蛋白及其酸
性氨基酸结构域(a.a.200-250) 对于 Arx 出核的关键性作用，然而关于 Arx 蛋白
的出核机理尚未清楚。 
在本研究中，我们重复实验证实 Arx 在 C2C12 细胞分化过程中的出核现象，
并用海马神经元细胞 HT22 进一步验证同源异型转录因子 Arx 在细胞分化过程
中能够出核，即在未分化的细胞中，内源 Arx 主要分布在细胞核中，当细胞进
入分化状态时，Arx 逐渐出核并主要分布在细胞质中。在前期研究结果的基础
上，应用 GST-pull down 和免疫共沉淀(co-immunoprecipetation assay) 技术，验
证了 Arx 蛋白需要依赖于 RanGTP 的存在而与 importin β 家族成员之一的 CAS 
蛋白相互作用而形成三聚复合体；在体外出核实验中，用毛地黄皂苷(digitonin) 
处理以通透化细胞，外源添加能量重生系统与出核运载载体证实了 CAS 蛋白是
Arx 的出核受体；经 RNA 干扰技术沉默 C2C12 细胞中内源 CAS 基因的表达，
发现在 60% 以上分化的细胞中 Arx 定位于细胞核中，证实了细胞内 Arx 的出核
也是由 CAS 介导的，同时通过检测 C2C12 细胞的分化指标：MyHC 和
myogenin，发现 Arx 滞留在细胞核中导致 C2C12 细胞分化效率的降低。本研究
系统提出了经 CAS 介导的同源异型转录因子 Arx 的出核解除对 C2C12 细胞分
化的抑制作用的理论。 
 

















Homeoproteins are important transcription factors containing homeodomain 
which control many cellular processes such as cell proliferation, differentiation and 
apoptosis. They are crucial for regulating formations of tissues and organs during 
embryonic development. Arx as one of the paired-like homeoproteins was found to 
express in forebrain, testis, pancreas and muscles, it plays a critical role in regulating 
development progress of these tissues. Recent studies have reported that the 
homeodomain proteins not only function in the nuclear, but also controlled by 
changes of their nucleoplasmic distribution. Arx contains two NLSs and is imported 
by importin α/β complex via binding to its NLS1 and the importin β family members 
(importin β1，importin 9, importin 13) bind to NLS2, respectively. Previous studies 
have showed that Arx exported during C2C12 differentiation and verified that Arx 
was a shuttling protein, the acidic domain played a critical role in Arx export, but the 
mechanisms of Arx export remains unclear. 
In the present study, we also observe that endogenous Arx localizes in the 
nucleus in undifferentiated C2C12 and relocates to the cytoplasm when C2C12 
differentiate; we further confirm such phenomena during HT22 cells differentiation. 
On that basis, we then verify that Arx can form a complex with the member of 
importin β family CAS and RanGTP by using co-immunoprecipetation and GST-pull 
down assays. In in vitro export assays, Arx can be transported out of the nucleus in the 
digitonin-permeabilized HeLa cells when incubated with ATP -regeneration system 
also purified CAS. On the contrary, Arx export is blocked and remains in the nucleus 
after knock-down of CAS in differentiating C2C12 cells, thus CAS is identified as the 
export receptor of Arx. Simultaneously, we test the expression of C2C12 
differentiation markers: MyHC and myogenin, which are both down-regulated when 
Arx is arrested in the nucleus, it indicates that nuclear Arx would inhibit C2C12 
differentiation. In conclusion, the present study first systematically proposes the 
theory of Arx export via CAS promotes C2C12 differentiation. 
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体的某部分在错误的位置形成。例如，在果蝇中 antennapedia (触角基因) 的突
变，导致果蝇的触角部位长出两只腿，取代了应有的一对触角[1]。同源异型蛋
白是由同源异型基因所编码，含有同源异型结构域(Homeodomain, HD) 的一类
重要转录因子，同源异型结构域包含 60 个左右的氨基酸残基，是一段 DNA 结
合结构域，能够特异性识别其目标基因进而从时间与空间上精确调控目标基因
的表达[2]。该结构域的氨基端形成臂结构，羧基端形成三个 α 螺旋，其中 α 螺
旋Ⅰ 与 α 螺旋Ⅱ 呈反向平行排列，α 螺旋Ⅲ 几乎垂直横向置于 α 螺旋Ⅰ 与 α 
螺旋Ⅱ 之上。α 螺旋Ⅱ 与 α 螺旋Ⅲ 及其连接片段构成 α 螺旋-转角-α 螺旋结构[3, 
4]，氨基端臂结构域与 α 螺旋Ⅲ 识别 DNA 的小沟与大沟，其大部分同源异型蛋
白的识别序列都包含 5’-TAAT-3’ 的核心区[5-7] (图 1)。另外，同源异型蛋白通常
也含有一些其他具有重要功能的结构域，根据同源异型结构域序列的同源性与
其他特异性结构的特点，同源异型蛋白又可以分为 Prd，POU，LIM 和 HOX 等
类型[8]。 
同源异型蛋白在发育过程中对细胞增殖，分化和器官形成等有重要的调控





















图 1. Aritaless 蛋白同源异型结构域与 DNA 复合体的晶体结构 
Figure 1. Crystal Structure of Aristaless Homeodomain protein in complex with 
DNA 
资料来源：Miyazono et al., EMBO J, 2010 
 
1.2 Arx (Aristaless-Related homeobox) 蛋白 
1.2.1 Arx 蛋白结构 
ARX 基因首次在斑马鱼和小鼠中被鉴定出来，由于与果蝇中 aristaless 基因
相似而被称为 ARX (Aristaless-related homeobox gene) 基因[11]。ARX 基因定位于
小鼠 X 染色体的 C3 区域，含有 5 个外显子，共编码 564 个氨基酸，而人源的
ARX 基因定位于 X 染色体短臂 22 区，编码 562 个氨基酸。Arx 蛋白是重要的
同源异型转录因子，它含有多个关键的保守结构域，包括调节 Arx 转录抑制功
能[12] 的氨基端八肽结构域(octapeptide domain，OD)，位于氨基酸 27-34；同源



















域可能与转录调节活动有关[14, 15]；酸性结构域(acidic domain)，位于氨基酸 223-





signals，NLSs)，分别位于氨基酸 82-89、327-388 位[21, 22] (图 2)。 
 
图 2. Arx 蛋白结构示意图 
Figure 2. Schematic of Arx functional domains 
OD 表示八肽结构，(A)n 表示多聚丙氨酸结构，HD 表示同源异型结构域，AD 表示无刺芒
结构， NLS1 和 NLS2 分别表示 2 个核定位信号。BC 表示碱性氨基酸簇。 
资料来源：Lin et al., J Biol Chem, 2009 
 
1.2.2 Arx 蛋白功能 
Arx 蛋白在前脑，胰腺和睾丸中均有高表达且对其发育具有重要的作用[23-
25]。2002 年，Stromme 和 Bienvenu 研究小组同时发现 ARX 基因在脑部发育中
的重要作用，特别是对智力障碍和癫痫的影响[24, 26]。Stromme 等人用候选基因
定位克隆法鉴定了 ARX 基因在西方综合征包括婴儿突发痉挛，高度节律失常
和智力障碍中的重要作用，同时也在 Partington 综合征患者体中发现了 ARX 基
因的变异，并且证实与癫痫和痉挛有关[27]。Bienvenu 等人也使用了类似的方法
鉴定了 ARX 对于伴 X 染色体的非特异智力障碍中的作用[24]。从此以后，该基
因则被广泛应用于伴 X 染色体智力障碍(XLMR) 的研究。临床研究发现，Arx 






















型，用 LacZ 替换小鼠中 ARX 基因的 2 号外显子，构建了 ARX 基因敲除小鼠，







的[33]。2003 年，Collombat 通过原位杂交方法首次发现了转录因子 Arx 在胰腺
中的表达，在胰腺细胞发育为 α，β 和 ε 细胞过程中，Arx 呈现 Ngn3 依赖的表
达模式，诱导 α 细胞的产生而抑制 β 和 ε 细胞的发生，在缺失 ARX 基因的小鼠
胰岛中，α 细胞缺失，β 细胞与 ε 细胞的数目大量增加，机体表现出脱水，虚弱，
低血糖等症状，大约在出生两天后死亡。进一步研究表明在胰岛发育过程中
Arx 与 Pax4 蛋白表现出相互拮抗的作用[14, 34]。大量的研究表明，Arx 在细胞核
内主要通过同源异型结构域与 DNA 结合而调控其下游基因的转录，通常作为
一个转录抑制子而行使其功能[13, 35]。Colasante 等人在 Arx 基因敲除的基础上用
实时定量 PCR 以及原位杂交的方法检测了多个 Arx 可能的下游基因的表达，结
合基因芯片的结果，证实了 Ebf3, Lmo1, Lmo3, Lmo4 和 Map1b 等基因在 Arx 缺
失后表达均有大幅上调，并针对 Ebf3 的功能进一步实验证实 Arx 在体内会抑制
Ebf3 的表达[36]。另外，Shoubridge 和 Cho G 等两个研究组均发现同源异型结构
域上氨基酸残基的突变将会导致 Arx 丧失与 DNA 的结合能力，从而引起对其
下游基因的转录抑制作用的减弱[37, 38]。 




















与肌肉调节因子 MyoD 和 Mef2C 有相互作用，并与 Myogenin 对肌肉分化过程
起共同调控的作用，实验中缺失 ARX 基因会减慢小鼠胚胎期的肌纤维分化，
















程需要核质转运受体(nuclear transport receptor) 的介导以及 Ran 蛋白循环体系和
能量的供应[41]。 
核质转运受体由 importin β 家族成员组成，在 S. cerevisiae 中存在 14 种该
家族成员，在哺乳动物中有 20 个成员[42, 43]。根据转运底物的方向可以将其分成
入核转运受体(importins) 和出核转运受体(exportins)，它们的分子量从 95-115kD 
不等，但都存在以下共同的结构：一个氨基端 Ran 蛋白结合结构域；羧基端底
物结合结构域，该结构域由 18-21 个左右的 HEAT repeats 组成，具有良好的延
展性，可以通过构象变化来识别不同的底物；转运受体中部包含多个 NPC 结合



















典入核信号 (ncNLS)，经典入核信号 (cNLS) 可鉴别为碱性氨基酸单组分
(monopartite) 核定位信号(如 SV40T 抗原的 PKKKRRV) 与双组分(bipartite) 核定
位信号(如核浆素的 KRPAATKKAGQAKKKK)[50]。接头蛋白 importin α 可以识
别 cNLS，importin β1 与 importin α 的 IBB 结构域结合将 imp α/β-底物复合体运
输通过 NPC 入核，随后由于核内高浓度的 RanGTP 会竞争底物与入核转运受体
结合，使之释放底物，入核转运受体则与 RanGTP 结合通过 NPC 重返细胞质，
在细胞质中 RanGTP 被 RanGAP1 水解为 RanGDP，入核转运受体得以释放，开
始新一轮的入核转运 [43, 51]。非经典入核信号目前还没有共同的特点，多个
importin β 家族成员可以直接识别 ncNLS 介导底物入核。我们的前期研究已经
证实 Arx 的入核转运由 impβ1，imp9 和 imp13 共同完成[21]。 
细胞核内大分子的出核转运包括 RNA、核糖体和蛋白质的出核转运。近来
蛋白质的出核转运成为研究的热点，这个过程需要出核信号(nuclear export 
signal，NES) 的介导 [52]。1995 年，在人类免疫缺陷病毒 1 型调节蛋白
REV(HIV1-REV) 和 cAMP 依赖性 α 型蛋白激酶抑制子(PKI-α) 的研究中，首次
定义了富含亮氨酸的出核信号(NES) 的保守序列[53, 54]，它由 3-4 个亮氨酸组成
(L-x(2,3)-[LIVFM]-x(2,3)-L-x-[LI])
[55, 56]。含经典的亮氨酸富集的出核信号可以
被 importin β 家族成员之一的 CRM1 识别，并由它介导蛋白质出核[57]。研究证
实 CRM1 介导的出核途径能够被 Leptomycin B (LMB) 阻止[58]，LMB 是链霉菌
的代谢物，它通过和 CRM1 上保守的半胱氨酸残基形成共价化合物而阻止
CRM1 识别其底物上的出核信号(NES)，抑制底物的出核转运[59]。另外粘细菌细
胞毒素(Ratjadones，RATs) 也能以相同的分子机制与 CRM1 结合而阻止经
CRM1 途径介导的蛋白出核[60]。此外，importin α (imp α) 家族蛋白作为经典入
核途径的“接头蛋白”在核质间的往返循环由不同的 importin β 家族蛋白介导，
核质穿梭的正常进行需要 imp α 有效的出入细胞核行使其功能。Importin β1 
(imp β1) 介导 imp α 入核，细胞核内的 imp α 释放底物后，其羧基端酸性结构域
(a.a.463-529) 通过与另一个 importin β 家族蛋白 CAS 的 HEAT repeats 相互作用，

















解使 imp α 被释放，进行新一轮的入核转运[43, 51]。目前 Imp α 是由 CAS 介导出
核的唯一底物。 
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